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論 文 内 容 要 旨
好 中球 は,炎 症局所で産生 され る好 中球走化 因子 の濃度勾配 に したがって炎症 局所へ遊走 し,生 体内 に
侵入 した細菌 ・微生物や異物 な どを貧食 して除去す る ことによ り生体 防御 に大 き く関わっている。 また,
活性化 された好 中球が産生放 出す る活性酸 素や蛋 白分解酵素 には殺菌作用が ある ものの,こ れ らが過剰 に
産生放 出され ると周辺 の正常組織 を傷害 し,炎 症 をか えって増悪 させて しまう ことになる。 したがって,




補体C5由 来 の因子で あ るC5。,脂 質 性走化 因子 で あるleukotriene(LT)B4,platelet-ac七ivatingfactor
(PAF),及 び細菌 によって産 生され るformyl-methionyl-1eucyl-pheylalanine(fMLP)な どが挙げ られ る。
C5。,LTB4及 びPAFな どの走化因子は起炎刺激 に応 じて速やか に産生 され,炎 症誘発後 の速い時期の好
中球浸潤 に関与 して いる。一方,chemokineは 炎症 局所で産生 され るII..1β やTNF一 αな どの炎症 性cy-
tokineの 刺激 を うけた細胞 によっで産 生 され,持 続的な好 中球の浸潤,活 性化 を引き起 こし,炎 症性疾患
にお ける好 中球浸潤 にお いて 中心的 な役割 を果 た して いる。 したが って,chemokineの 産 生機 序及び作用
発現機序 を解明す ることは炎症 にお ける好 中球浸潤 を制御す る新規抗炎症薬 の開発 において極 めて重要で
あ る。 当教室では,ラ ッ トの アレルギー性空気嚢型炎症モデル にお いて,炎 症局所 に浸潤 した 白血球 を培
養 する と2種 類の好中球走化 因子,す なわち,leukocyte-derivedneutrophilchemotacticfactor(LDNF)一
1及 びLDNF-2が 産 生 され る こと,特 に,LDNF-2は ラ ッ トMIP-2で あ る ことを明 らか に して きた。 そ
こで,本 研究で は ラッ トのMIP-2に 着 目し,そ の 生理作用,細 胞 内情報伝達 及び産生機 序につ いて薬 理
学 的及 び生化 学的解 析 を行った。
まず,ラ ッ トのア レルギ ー性空気嚢 型炎症モデル にお いて,炎 症 局所 への好 中球浸 潤 にMIP-2が どの
程度 関与 して いるか検 討 した(第 一章)。 は じめ に,RT-PCR法 を用 いて ラッ トMIP-2を クローニ ング
し,glu七athione-5-t澗nsferase(GST)と の融合蛋 白質(GST-MIP-2)と して大腸菌 に大量発現 させ た後,
精製 した。精製 したGST-MIP-2の 好 中球走化活性 をBoydenchamber洗 で測定 した結果,融 合蛋 白質 の
形 で は活 性 は認 め られ なか ったが,GST-MIP-2をthrombinで 処 理す る こ とによ り得 られ たGlySer-
MIP2に は,市 販 のrecombinantラ ッ トMIP-2と 同程 度の活性 が認 め られ た。gた が って,MIP-2の
N末 端 に結合 しているGST部 分がreceptorと の結合あ るいはその活 性の発現 を妨害す るこ とが考 え られ
た。次 に,得 られたGST-MIP-2を 用 いてウサギ を感作す る ことによ りMIP-2に 対す るpolyclonal抗 体
を作製 した。 この抗体 はMIP-2の 活性 を選択的 に抑制 し,CINC-1,fMLP及 びLTB4の 活性 を全 く抑制
しなかった・そ こで・ この抗体を用いてラットのアレルギー性空気嚢型炎症 における炎症滲出液中の走化
活性がMIP-2に 基づ くものであるのか,ま た,MIP-2のinvivoに おける役割 につ いて検 討 した。そ の結
果,ア レルギー性炎症 を誘発 して8時 間後 の空気嚢内液 中の好 中球 走化活 性は10μg/mlの 濃度のMIP-2
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抗体で強 く抑制 され た。 また,ア レルギー性炎症 を誘発 して6時 間後の空気嚢内 にMIP-2抗 体 を注入 し,
そ の2時 間後 の浸 潤好 中球数 を測定 した結果,MIP-2抗 体 を投 与す る ことによ り好 中球 の浸潤 は抑制 さ
れ,そ の2時 間後 の浸潤好 中球数は6時 間後 の浸潤 好 中球 数 とほぼ 同 じレベル に留 まる ことが 明 らか に
なった。 これ らの結果 か ら,MIP-2は ア レルギー性 炎症 を誘発 して6～8時 間後 のlate-phaseに お いて
炎症局所で産生 され,こ の時期の好 中球浸潤 に大 きく関与 して いる ことが示唆 された。
次 に,MIP-2に よる好 中球遊走反応 に関与す る細胞 内情報 伝達機構 にっ いて薬理学的 に解析 した(第 二
章)。 本研究では,MIP-2,CINC-1及 びPAFの 作用 につ いて,好 中球の遊走反応 に関わるkinase,好 中
球 の形態変化 と遊走 との関連性,及 びreceptorの 脱感作 という観点か ら解析 し,遊 走 に関わ る細胞 内情報
伝達 の共通性 について考察 した。好 中球 走化 因子は好 中球細胞膜7回 貫通型 のG蛋 白質 にカ ップル した
receptorを 介 して好 中球 を活性化す るが,好 中球 にはMIP-2,CINC-1あ るいはPAFに 対 してそれぞれ
異 なるrecep七 〇rが 存 在す る。 また,こ れ らのreceptorを 刺 激す る と共 通 してtyrosinekinase,protein
kinaseC(PKC),PI3-kinase及 びMAPkinaseが 活性化 され ることが知 られ ている。 そ こで まず,MIP-
2,CINC-1あ るいはPAFに よる ラッ ト好中球 の遊走 に対 してtyrosinekinase及 びPKCが 関与 して いる
か どうか につ いて各種kinase阻 害薬を用いて検 討 した。その結果,MIP-2,CINC-1あ るいはPAFに よ
る好中球遊走はtyrosinekinase阻 害薬herbimycinA,PKCの 非特異的 な阻害 薬であるH-7,及 びPKC
に特異的な阻害薬であるcalphostinCに よ り濃度 依存的に抑制された。 また,MIP-2,CINC-1あ るいは
PAFで 刺激する と共通 してPI3-kinaseが 活性化 され る ことが確 認 されたが,PI3-kinaseの 特異的な 阻害
薬wortmanninあ るいはLY294002は,PI3-kinaseを 完全 に抑 制す る濃度 において,こ れ らのchemoat-
tractantに よ る好 中球 遊 走 を約50%し か抑 制 しなか っ た。 さ らに,MIP-2で 刺 激 した好 中球 で はp44
MAPkinaseの リン酸化 の元進が認 め られたが,MIP-2に よるp44MAPkinaseの リン酸化元進 をMEK-
1阻 害薬PD98059で 抑制 して も好 中球遊走 は抑 制 され なか った。一方,ラ ッ・ト腹 腔好 中球 をMIP-2,
CINC-1あ るいはPAFで 刺激す る と顕著な形態変化 が誘発 されるが,こ れ らのchemoattractantに よる
好 中球 遊走 を抑 制す る濃度 のPKC阻 害 薬calphostinC(1μM),PI3-kinase阻 害 薬LY294002(100μ
M),あ るい はtyrosin6kinase阻 害 薬herbimycinA(17.4μM)で 好 中球 を前処 理 してお、くと,い ず れ の
chemoattrac七an七 によ る好 中球の形態変化 も同様 に抑制 された。 さ らに,こ れ らのchemoat七rac七antに よ
る細胞 内情報伝達経路 の共通性 を明 らか にす るため,MIP-2,CINC-1あ るいはPAFで 前処 理 した好 中球
を用 いて遊走 に対す るreceptorのdesensitizationが 起 こるか どうか検 討 した。そ の結果,各chemoat-
tractantは それぞれhomologousdesensitizationを 示 しただけでな く,異 なるchemoattractant問 で も
heterologousdesensitizationを 示 した。 以上の結果か ら,MIP-2,CINC-1あ るいはPAFに よる好 中球
遊走 には共通 してtyrosinekinase及 びPKCの 活性化 が関与 して いる こと,ま た,好 中球 を走化 因子 で
刺激す る ことによ り活性 化 されるPI3-kinaseは 好 中球遊走 に部分 的に関与 し,MAPkinaseは 直接 的 に
は遊走 に関与 して いな い ことが強 く示唆 され た。 また,こ れ らのchemoattractanのreceptorは そ れぞ れ
異な るもの の好 中球遊走及び形態変化 に関与す る細胞 内シグナル伝達経路 には,あ る程度共通 して いる部
分が あることが示唆 された。
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最後 に,ラ ッ ト腹腔好 中球 をPKC阻 害薬 とされているstaurosporineで 刺激す ると,予 想 に反 しMIP-
2の 産生が強 く元進 され ることを見 い出 したため,staurosporineに よるMIP-2の 産 生機序 について解析
した(第 三章)。Staurosporine(64nM)刺 激によるMIP-2の 産生元進はPKC阻 害薬H-7及 びtyrosine
kinase阻 害薬genisteinに よって濃度依存的 に抑制 された。この時,staurosporineに よるMIP-2mRNA
レベル の上昇 も}1-7及 びgenisteinに よ って低下 した。 したがって,staurosporineに よるMIP-2の 産 生
にはPKC及 びtyrosinekinaseの 活性 化が必要 であ る ことが,ま た,こ れ らのkinaseはMIP-2遺 伝子
発現 の転写 レベル に関与 している ことが示唆 され た。一方,staurosporine刺 激 によ りP38MAPkinase
及びERK/MAPkinaseが 活性化 するが,staurosporine刺 激 によるMIP-2産 生元進にp38MAPkinase
及 びERK/MAPkinaseの 活性化 が関与 して いるか どうか についてp38MAPkinaseに 特 異的な 阻害薬
SB203580及 びMEK-1阻 害PD98059を 用いて検 討 した,そ の結果,staurosporineに よるMIP-2の 産生
元進 はSB203580あ るいはPD98059の 濃 度 に依 存 して抑制 された。 しか し,staurosporine刺 激 によ る
MIP-2のmRNAレ ベルの上昇は,MIP-2(ρ 産 生 をほぼ完全 に抑 制 した1μMのSB203580あ るいは50μ
MのPD98059に よって部分 的 にしか抑制されなかった。 そ こで,こ れ らの阻害薬がMIP-2mRNAの 安
定性 に どのような影響 を与 えるか にっ いてdo七blot法 によ り検討 した。そ の結果,staurosporineに よる
MIP-2の 産 生元進 にお けるp38MAPkinase及 びERK/MAPkinaseの 活性化は,MIP一 零mRNAを 安定
化 させ る ことに関与 してい る ことが示 唆 され た。 また,staurosporine存 在下 で2時 間培養 してMIP-2
mRNAを 発現 させ た後 に各種MAPkinase阻 害薬 を添加 してさ らに2時 間培養 して も,staurosporineと
各種MAPkinase阻 害 薬を同時に添 加 レて4時 間培養 した場合 と比べ て抑 制作用に差は見 られなか った。
したが って,staurosporineに よ るMIP-2産 生 元進 に対す るp38MAPkinase及 びERK/MAPkinase
の活性化は,転 写段階よ りも蛋 白合成の段階 に大 きく関与 している ことが示唆 された。
以 上 のよ うに,本 研究 では,ラ ッ トのア レルギー性空気嚢型炎症モデル にお いてlate-phaseに 見 られ る
好 中球浸潤 にMIP-2が 大き く関与 して いる ことを明 らか にす るとともに,MIP-2の 作用 を抑制す る こと
によ り好 中球浸潤 を制御 で きることを示 した。 さらに,MIP-2の 作用発現機構及び産生機序 につ いて解析
し,特 に,tyrosinekinase及 びRKCがchemoattractantに よる好 中球 遊走 に共通 して関 与 して いる と
ともに,好 中球 によ るMIP-2の 産 生に も大 きく関与 してい ることを明 らか にした。 したがって,こ れ ら
の反応 に関わ るtyrosinekinaseやPKCのisozymeを 同定 し,好 中球特異的な細胞 内情報伝達分子 を明 ら
かにする ことは,好 中球浸潤 を選択的 に,し か も強 く抑制す る薬物 を開発す る上で極 めて重要で ある と考
え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究 は,ラ ッ トのア レルギー性炎症 にお ける好 中球浸潤 に関与 して いるC-X-Cケ モ カイ ンの一つで あ
る ラッ トmacr・phageinflammatoryprotein-2(MIP-2)に 関 し,特 にMIP-2に よる好 中球遊走における細胞
内情報伝達及び好 中球によるMIP-2の 産生機序 を解 明する ことによ り,炎 症局所における好 中球浸潤を制御
す る新規抗炎症薬の開発 に役立つ理論 を構築す ることを目指 したものである。
まず,ラ ッ トMIP-2cDNAを クローニ ングし,GST-MIP-2融 合蛋 白質 として大腸菌 に大量発現 して精製 し
た後,MIP-2の 活性 を特異的 に制御するpolyclonal抗 体 を作製した。 この抗体 を用い,ラ ッ トのアレルギー
性空気嚢型炎症 における好中球浸潤にMIP-2が 大 きく関与 していることを明 らか にした。
次に,好 中球遊走に関与す る細胞内情報伝達機構 を解 明す るために,MIP-2,CINC-1及 びPAFに よる好
中球遊走 と形態変化 にどのようなkinaseが 関与 して いるかにっいて各種kinase阻 害薬 を用いて薬理学 的に
解析 した。その結果,こ れ らの好中球走化 因子による遊走及び形態変化 にはtyrosine≧inaseとPKCの 活 性
化が大きく関与 していること,ま た,PI3-kinaseは 好中球遊走に部分的に関与 し,MAPkinaseは 全 く関与
していないことを示唆した。 さ らに,こ れ ら.の走化因子のreceptorは それぞれ異なるものの,好 中球遊走及
び形態変化 に関与する細胞内シグナル伝達経路 には,共 通 している部分があることを明 らかに した。
最後 に,MIP-2の 産 生調節機序 を明 らか にす る研 究 の過程 にお いて,PK:Cの 非選択 的な阻害薬 であ る
staurosporineに は低 濃度 でMIP-2産 生 を元進 させ る作用があることを明 らか にし,そ の作用機序 について
解析 した。その結果,staurosporine刺 激 によるMIP-2産 生 の転写 レベル にはPKC及 びtyrosinekinase
の活性化 が関与 し,MIP-2mRNAの 安定性及び蛋 白翻訳 にはp38MAPkinase及 びERK/MAPkinase
の活性化が関与 していることが明 らかになった。
本研究によ り,炎症局所にお ける好 中球浸潤 に重要な役割 を果 たしているC-X-Cケ モカイ ンの作用機序な
らび に産生機序の解明が大 きく前進 した。特 に,走 化 因子 による好 中球遊走及び好 中球 によるMIP-2の 産
生にtyrosinekinase及 びPKCが 共通 して関与する ことを見 いだ した ことは,炎 症局所への好 中球浸潤 を選
択的に高率よ く抑制する新 しいタイプの医薬を開発す るために貢献すると ころが大 きい。 よって,本 論文は
博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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